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摘要 :【 目 的 】] 研 究 中 华 蜜蜂 圳 状 幼虫 病毒 ( Chinese sacbrood virus, CSBV)VP1 蛋白 的 分 子 进化 特征 及 遗传 多 样 性 。 
【方法 ] 利 用 RT-PCR 方法 ,克隆 了 8 株 CSBV 北京 分 离 株 VP1 蛋白 的 基因 编码 区 。[【 结果 】 序 列 分 析 表 明 , VP1 E 
白 基 因 编 码 区 开放 阅读 框 长 945 bp ,编码 315 个 氨基 酸 ,推测 编码 蛋白 的 相对 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 35.42 kDa 和 
9.23 ,具有 亲 水 性 和 免疫 原 性 。 序 列 同 源 性 分 析 表 明 ,不 同年 份 CSBV 北京 分 离 株 VPI 蛋白 氨基 酸 序列 间 差 异 较 
小 , 仅 个 别 氨基 酸 存在 差异 。 北 京 分 离 株 与 辽宁 分 离 株 及 越南 分 离 株 VP1 核 背 酸 序 列 一 致 性 达 93% ,与 印度 及 韩 
国 分 离 株 VP1 核 苷 酸 序列 一 致 性 达 92% ,与 英国 分 离 株 VP1 核 苷 酸 序列 一 致 性 最 低 , 为 88% 。 序 列 分 析 同 时 表 
明 ,CSBV 北京 分 离 株 VP1 蛋白 序列 存在 特有 的 序列 特征 , 同 其 他 地 区 分 离 株 比较 ,北京 分 离 株 VPL 蛋白 序列 中 存 
在 着 氨基 酸 的 插 人 突变 。 序 列 替 换 率 分 析 表 明 ,亚洲 型 分 离 株 间 序 列 蔡 换 率 低 于 亚洲 分 离 株 与 欧洲 分 离 株 间 的 替 
换 率 。 构 建 原核 表达 载体 pEASY-El-VP1, 2 IPTG 诱导 ,CSBV VP1 和 蛋白 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21 (DE3) 
pLysS 菌株 中 表达 。[【 结论 ] 本 研究 提示 CSBV 不 同 分 离 株 基因 序列 存在 变异 ,结果 为 进一步 研究 CSBV 致 病 性 分 
化 的 分 子 机 理 黄 定 了 基础 。 
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Molecular characterization and prokaryotic expression of VP1 gene from 


Beijing isolates of Chinese sacbrood virus 
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Research, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100093, China) 

Abstract: [ Aim] To understand the molecular evolution characteristics and genetic diversity of VP1 
protein of Chinese sacbrood virus (CSBV) in Apis cerana cerana. [ Methods] Eight cDNA sequences 
encoding VP1 proteins were cloned by RT-PCR from Beijing isolates of Chinese sacbrood virus. 
[ Results] Sequence analysis results showed that the open reading frame ( ORF) of VP1 gene is 945 bp in 
length, encoding 315 amino acids with the predicted molecular weight of 35. 42 kDa and the theoretical 
isoelectric point of 9.23, and the encoded protein has hydrophilicity and immunogenicity characteristics. 
Multiple sequence alignment indicated that the VP1 proteins from these CSBV Beijing isolates in different 
years share high amino acid sequence identity with occasional changes. The VP1 genes from Beijing 
isolates have high nucleotide sequence identity with those of Liaoning (LN) and Vietnam isolates 
(93% ) , India and Korea isolates (92% ) , while have the lowest nucleotide sequence identity with that 
of UK isolate (88% ). The sequence analysis results also showed that the VP1 gene from Beijing isolates, 
other than from some isolates in other areas, has a specific amino acid characteristic which includes 
amino acid insertion. The nucleotide substitution rate among all Asian isolates was less than that between 
Asian and European isolates. A recombinant plasmid prASY-El1-VP1, containing the coding sequence of 
VPI protein, was constructed using pEASY-El as a fused expression vector, and VP1 protein was 
expressed successfully after induced with isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside ( IPTG) in BL21(DE3) 
pLysS strain of Escherichia coli. [ Conclusion] The results provide the basis for further studying the 
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molecular mechanisms of the pathogenicity evolution of CSBV by confirming the existence of mutants in 


CSBV of different isolates. 
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FEJA Z AA ( sacbrood ) 是 由 宫 状 幼虫 病毒 
(sacbrood virus，SBV) 引 起 的 一 种 病毒 性 疾病 ,其 中 
感染 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 的 SBV RRN PER 
WERO E AE (Chinese sacbrood virus, CSBV) (45 
FILES, 1988), HARI A AE EE O — AE 





























1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 病 料 来 源 :根据 不 同年 份 的 发 病情 况 ,分 别 





要 疾病 ,一旦 发 病 , 则 会 引起 幼虫 在 几 天 之 内 发 病 致 
死 ,成 蜂 抵抗 能 力 严 重 下 降 , 整 个 蜂 群 群 势 又 减 ,其 
至 引起 整个 蜂 场 全 部 蜜蜂 演 败 ( Runckel et al., 
2011; Hong et al., 2011; Ai et al., 2011), ¿REE 
状 幼 虫 病 在 我 国 发 病 最 重 ,于 1972 年 在 我 国 广东 省 
首次 暴发 ,随后 吉 状 幼虫 病 蓝 延至 东南 亚 的 许多 东 
方 蜜蜂 饲养 国家 。 在 近 10 年 时 间 里 ,我 国 中 华 蜜蜂 
蜂 群 损失 近 百 万 群 。 到 目前 为 止 ,蜜蜂 陡 状 幼虫 病 
仍然 是 威胁 我 国 中 华 蜜蜂 饲养 及 种 群发 展 的 重要 
病害 。 

近年 来 ,许多 学 者 对 SBV 的 蛋白 特性 及 基因 
组 序列 特征 进行 了 较为 广泛 的 研究 。 研 究 发 现 ， 
SBV 是 一 类 小 核糖 核酸 病毒 (picornavirus ) , 呈 二 十 
面体 的 球 型 ,无 喜 膜 ,是 直径 为 30 nm 的 等 轴 粒 子 ， 
属于 肠 道 病毒 属 Enlerovirus (EV) (Bailey et al., 
1964 ; 汉 建 勋 等 ,1999; Xu et al., 2007), JA FHJ IE 
因 组 全 长 序列 由 8 863 个 核 昔 酸 组 成 ,为 单 股 正 链 
RNA ,全 基因 组 中 包含 了 一 个 大 的 开放 阅读 框 ,编码 
319.614 kDa 的 多 肽 ,此 多 肽 编码 病毒 的 4 个 结构 
蛋白 VP1,VP2,VP3 和 VP4(Liu et al., 2010; Ma et 
al., 2011; Freiberg et al., 2012), 目前 ,对 SBV 的 4 
个 结构 蛋白 的 功能 研究 还 未 见报 道 。 曹 兰 拉 
(2012) 对 来 自重 庆 地 区 的 SBV 分 离 株 的 序列 特征 
及 遗传 特性 进行 了 研究 。 发 现 基于 SBV 不 同 序列 
片段 的 SBV 系统 发 育 分 析 可 以 将 SBV 分 成 亚洲 和 
欧洲 两 个 基因 型 ,分 别 主要 感染 东方 塞 蜂 和 西方 

本 实验 利用 RT-PCR 的 方法 ,对 2010,2011 和 
2012 年 收集 到 的 8 株 CSBV 北京 分 离 株 的 VPL E 
白 的 基因 进行 了 克隆 ,对 该 基因 进行 了 同 源 性 及 系 
统 进化 分 析 和 功能 预测 并 构建 了 VP1 蛋白 的 原核 
表达 载体 ,获得 了 VP1 原核 表达 蛋白 , 旨 在 为 今后 
进一步 研究 CSBV 的 致 病 性 分 化 的 分 子 机 理 芮 定 
基础 。 








































































































于 2010,2011 和 2012 年 ,收集 了 来 自 中 国 农业 科学 
院 蜜蜂 研究 所 中 华 蜜蜂 饲养 场 的 不 同 蜂 群 患 病 幼虫 
样本 8 份 。 2010 年 收集 的 分 别 为 BJL 和 BJ2;2011 
年 收集 的 分 别 为 BJ3,BJ4 和 BJ5 ;2012 年 收集 的 分 
别 为 BJ6, BJ7 和 BJ8。 每 份 样本 收集 发 病 幼虫 10 
头 以 上 , 置 于 -80Y 保存 备用 。 
1.1.2 菌株 与 质粒 ; 克隆 载体 pMD19-T 购 自 
TaKaRa 公司 ,表达 载体 pEASY-E1, 大 肠 杆 
Escherichia coli 感受 态 细 胞 Trans1-Tl.BL21 (DE3) 
pLysS 菌株 均 购 于 全 式 金 公司 。 
1.1.3 主要 试剂 :采用 Invitrogen 公司 的 Trizol 试 
剂 ，Promega 公司 的 RNA 反 转 录 试 剂 盒 (Promega 反 
转录 试剂 盒 A5000), EasyTaq DNA 聚合 酶 购 自 全 
式 金 公司 ,PCR 产物 及 质粒 回收 试剂 盒 购 自 于 中 科 
瑞 泰 生物 科技 有 限 公司 。 
1.2 引物 设计 与 合成 

在 NCBI 中 找 出 CSBV 的 序列 辽宁 分 离 珠 (LN， 
GenBank 登录 号 :HM237361. 1) ,根据 病毒 VP1 结 
构 和 蛋白 的 开放 阅读 框 设计 了 特异 性 扩 增 VP1 蛋白 
基因 的 引物 ,VP1-Forward:5'-GGAGGACCAACATCA 
GCTCTTAAG-3', VP1-Reverse: 5'-ATCTICATCTTC 
TTTAGCACCAG-3'。 扩 增 目 的 片段 长 度 为 945 bps 
上 述 引 物 由 北京 博 迈 德 科技 发 展 有 限 公 司 合成 。 
1.3 中华 密 蜂 发 病 幼虫 的 总 RNA 提取 

根据 Wang 等 (2003 ) 方 法 用 Trizol 试剂 提取 中 华 
蜜蜂 发 病 幼虫 的 总 RNA。 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 
Nanodrop ND-2000 对 总 RNA 的 纯度 和 浓度 进行 测定 。 
1.4 第 一 链 cDNA 的 合成 

将 不 同 地 区 发 病 样品 的 总 RNA 稀释 到 ug 
pl, 分 别 取 1 pL 进行 反 转 录 成 为 cDNA, 并 于 
-20C 保 存 备用 。 
1.5 RT-PCR 扩 增 基因 

以 8 份 北京 分 离 株 病 样 的 cDNA 为 模板 ,使 用 
引物 VP1-Forward 和 VP1-Reverse ,加 入 Easy Taq (5 
U/uL) DNA Polymerase 0.2 kL, 正 反 向 引物 各 1 




































































4 其 李 
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pL,10 x EasyTaq Buffer 2 uL,2.5 mmol/L dNTPs 4 
pL,1 pL cDNA ,加 水 至 20 RL。 反 应 条 件 为 :94 民 
预 变 性 3 min;94%C 30 s,60% 30 s,72C 90 s, 以 上 3 
步 进行 30 个 循环 ;72% 延伸 10 min, PCR 产物 以 
19 的 琉 脂 糖 凝 腕 电泳 进行 检测 。 
1.6 PCR 产物 的 克隆 与 测序 

PCR 产物 通过 琼脂 糖 凝 胶 回 收 纯化 后 ,连接 到 
pMD19-T 载体 上 ( 按 Kit 说 明 书 操作 ) ,然后 转化 到 
大 肠 杆菌 Transl-T1 中 ,培养 12 h GRA ARA, 
置 于 含有 氨基 50 pg/mL 的 LB 液体 培养 基 中 ,震荡 
培养 过 夜 。 收 集 菌 液 并 做 菌 液 PCR 验证 ,分 别 挑 取 
10 个 阳性 克隆 测序 。 
1.7 序列 分 析 

应 用 DNAMAN 软件 将 所 得 到 的 8 个 北京 样本 
的 核酸 序列 进行 分 析 比 对 ,并 从 GenBank 数据 库 
检索 并 下 载 目 前 已 有 的 其 他 国家 地 区 的 病毒 序 
列 ,比较 CSBV VP1l 蛋白 基因 与 西方 蜜蜂 的 品 状 幼 
虫 病毒 VP1 蛋白 基因 的 一 致 性 ,并 应 用 MEGA 5.0 
进行 序列 比 对 ,建立 系统 发 育 树 。 应 用 SNAP 软件 
计算 吉 状 幼虫 病毒 不 同 分 离 株 同 义 蔡 换 率 
(synonymous substitution rate, dS) 、 非 同 义 替 换 率 
( nonsynonymous substitution rate, dN) 及 其 比值 
(dS/dN) ;应 用 Pepeheel ( v6. 0. 1) 软件 对 CSBV 
BJ6 的 VP1 和 蛋白 序列 进行 了 亲 水 性 预测 分 析 ; 应 用 
Protean 软件 对 CSBV 的 VP1 蛋白 序列 进行 免疫 原 
性 分 析 。 
1.8 原核 表达 载体 的 构建 及 PCR 鉴定 

将 得 到 的 PCR 产物 用 纯化 试剂 盒 纯 化 回收 。 
加 4 pL PCR 产物 ,1 pL pEASY-E1 载体 , 轻 轻 混合 ， 
25 人 反应 15 min。 将 构建 好 的 载体 转化 到 Transl- 
TI 感受 态 细胞 中 。 遂 过 落落 PCR 方法 鉴定 阳性 重 
组 子 , 使 用 引物 为 T7 启动 子 引物 和 目的 基因 反 向 
引物 (VP1-R)。PCR 反应 条 件 为 ,94C 预 变性 10 
min;94%C 30 s , 55% 30 s , 72% 90 s, 以 上 3 步 进 
4130 个 循环 ;72%C 10 min。 通 过 测序 鉴定 出 正确 表 
达 方 向 的 阳性 重组 子 。 
1.9 VP1 结构 蛋白 基因 的 原核 表达 

提取 序列 正确 的 质粒 ,并 转化 到 BL21 (DE3 ) 
pLysS 中 , 挑 取 单 克隆 ,接种 于 LB/Amp 培养 基 中 ， 
200 r/min 剧烈 振荡 培养 , 至 0Dew 达 到 0.5 ~0.6 
时 ,加 入 梯度 浓度 的 IPTG 进行 诱导 表达 ,5 h 后 表 
达 结 束 收集 菌 体 , 提取 可 溶性 蛋白 后 ,用 12. 5% 
SDS-PAGE 凝 胶 电泳 分 离 蛋白 ,并 用 考 马 大 
色 检 测 蛋 白 的 表达 情况 。 
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1.10 原核 表达 重组 蛋白 的 鉴定 

利用 ABI Mass Specmetry 4700 对 重组 蛋白 进行 
质谱 鉴定 (北京 华 大 基因 公司 ) ,方法 参考 仪器 操作 
规程 。 


2 结果 


2.1 CSBV 北京 株 VP1 蛋白 基因 序列 分 析 

以 北京 地 区 中 华 蜜蜂 发 病 幼虫 的 cDNA 为 模 
板 ,VP1-Forward 和 VP1-Reverse 为 引物 进行 扩 增 ， 
电泳 回收 得 到 1 000 bp 左右 的 片段 (图 1) 。 将 回收 
后 的 片段 与 pMD19-T 载体 连接 ,转化 大 肠 杆菌 
Trans1-Tl 感受 态 细胞 ,培养 过 夜 , 蓝 白斑 筛选 出 阳 
性 重组 子 ,阳性 重组 子 进一步 通过 菌 液 PCR 进行 鉴 
定 , 确 定 重组 子 中 含有 目的 片段 ,然后 进行 测序 。 测 
序 结果 表明 ,北京 地 区 8 株 CSBV VP1 的 开放 阅读 
框 为 945 bp。 将 测序 结果 在 NCBI 上 进行 同 源 搜 
寻 , 结 果 表 明 所 测序 列 与 多 种 其 他 地 区 的 此 病毒 
VPI 序列 高 度 同 源 。8 个 北京 分 离 株 分 别 命 名 为 
CSBV BJl ~ CSBV BJ8 ,并 提交 GenBank 后 获得 登录 
号 分 别 为 KF960036 ~ F960043 。 
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图 1 北京 地 区 8 PERERA AREAS VPI 
基因 序列 的 PCR 扩 增 
Fig.1 PCR amplification of VP1 gene sequences 














from 8 CSBV samples of Beijing isolates 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA marker DL2000; 1-8: 8 个 不 同样 本 的 
cDNA 作为 模板 cDNA from 8 different samples as the template. 


2.2 CSBV 北京 株 VP1 序列 同 源 性 分 析 及 系统 发 
育 树 的 构建 

CSBV 北京 分 离 株 的 8 份 样品 与 NCBI 库 中 病 
毒 分 离 株 间 的 核酸 序列 同 源 性 分 析 表 明 ( 图 2)， 
CSBV 8 个 北京 分 离 株 之 间 的 一 致 性 最 高 , 均 达 
97% 以 上 。 北 京 分 离 株 ( BJ6) 的 VPL 核酸 序列 与 中 
国 的 LN 分 离 株 和 PPG 分 离 株 以 及 越南 的 SBM2 分 
离 株 和 Vietnam 分 离 株 的 一 致 性 较 高 , 均 达 93% ;与 
印度 的 K3A 分 离 株 和 S2 分 离 株 以 及 对 国 的 Korean 
分 离 株 和 Kor19 分 离 株 的 一 致 性 均 为 92% ;与 中 
的 LNSZ 分 离 株 和 HBQHD 分 离 株 的 一 致 性 均 为 
91% ;与 英国 的 UK 分 离 株 与 SBV 分 离 株 以 及 韩国 
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图 2 CSBV 的 VP1 氨基 酸 序列 比 对 分 析 
Fig.2 Amino acid sequence alignment of VP1 proteins from CSBVs 
方 框 部 分 表示 北京 分 离 株 中 特有 的 氮 基 酸 。Specific amino acids in VP1 from Beijing isolates are boxed. VP1 的 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin 
of VP1 proteins and their GenBank accession numbers; LN: 中 国 辽 宁 分 离 株 Liaoning isolates (HM237361.1); UK: 英国 分 离 株 English isolates 
( AF092924. 1); HBQHD: 中 国 河北 分 离 株 Hebei isolates (JX854436.1); LNSZ: 中 国 辽 宁 分 离 株 Liaoning isolates (JX854441.1); Vietnam: 越 
南 分 离 株 Vietnamese isolates ( KC007374. 1); SBM2: 越南 分 离 株 Vietnamese isolates ( KC007374. 1); PPG: 中 国 分 离 株 Chinese isolates 
(AF469603.1); Korl9: 韩国 分 离 株 Korean isolates (JQ390592. 1); Korean: 韩国 分 离 株 Korean isolates ( HQ322114. 1); K3A: 印度 分 离 株 
Indian isolates (JX270798.1); S2: 印度 分 离 株 Indian isolates ( JX270799. 1); Kor21: 韩国 分 离 株 Korean isolates (JQ390591.1); SBV: 英国 分 








离 株 English isolates (NC_002066.1). 下 同 The same below. 


的 Kor21 分 离 株 的 一 致 性 最 低 , 均 为 88% 。 北 京 分 
离 株 间 及 北京 株 与 其 他 地 区 分 离 株 的 VPL 氨基 酸 
序列 的 同 源 性 分 析 结 果 同 时 表明 ,北京 分 离 株 8 株 
样本 VP1 氨基 酸 序列 之 间 差 异 并 不 大 ,只 有 个 别 氨 














分 离 株 间 的 序列 替换 率 分 析 
Table 1 Nucleotide substitution rate of VP1 from 
Beijing isolates of CSBV and other isolates 
分 离 株 


Isolates 


dS dN dS/dN 








基 酸 的 差别 ,而 北京 株 与 其 他 地 区 的 分 离 株 氨 基 酸 
序列 间 存 在 着 氨基 酸 的 点 突变 与 插入 突变 ,共有 8 
处 点 突变 ,分 别 位 于 VPL 和 蛋白 的 第 48,74,86 ,88 ， 
281,283 ,284 和 290 位 氨基 酸 处 ,与 LN 分 离 珠 比 
较 , 存 在 两 处 长 度 为 10 和 3 个 氨基 酸 的 插入 突变 ， 
分 别 位 于 北京 分 离 珠 VPI 和 蛋白 基因 的 第 278 - 287 
位 和 第 298 - 300 位 氨基 酸 处 ,与 韩国 的 Korean 分 
离 株 和 Kor19 分 离 株 比 较 , 存 在 一 处 长 度 为 17 个 所 
基 酸 的 搬入 突变 ,位 于 北京 分 离 珠 VP1 蛋白 的 第 
284 -300 位 氨基 酸 处 。 

替换 率 分 析 得 出 , CSBV 8 个 北京 分 离 株 VP1 
蛋白 基因 之 间 的 替换 率 差异 并 不 明显 ;8 个 北京 分 
离 株 VP1 蛋白 基因 与 所 有 候选 序列 间 的 同 义 蔡 换 
水 平 明 显 高 于 非 同 义 替 换 水 平 ;8 个 北京 分 离 株 的 
dS 和 dN 的 比值 与 亚洲 型 分 离 株 中 的 越南 株 、 印 度 
株 、 韩 国 部 分 分 离 株 (Kor19) 及 中 国 其 他 地 区 的 分 
离 株 的 dS 和 dN 的 比值 相对 于 与 亚洲 型 分 离 株 如 
韩国 分 离 株 (Korean 和 Kor21) 及 欧洲 型 分 离 株 的 
dS 和 dN 的 比值 要 低 ( 表 1) 。 


表 1 CSBV 北京 分 离 株 VP1 片段 与 其 他 地 区 









































Korean 0.2429 -0.2629 0.0175 -0.0189 
Kor21 0.4766 -0.4931 0.0364 -0.0394 
Vietnam 0.1804 -0.1922 0.0187 -0.0214 


13.2011 -15.0384 
12. 1059 - 12. 9970 
8.4433 - 10. 3006 


Korl9 0.2495 -0.2697 


SBV 0.4395 -0.4490 
UK 0. 4395 —0. 4490 
LN 0.2575 -0.2709 


SBM2 0.1804 -0. 1922 


PPG 0.2041 -0.2163 
S2 0.2367 - 0. 2490 
K3A 0.2147 -0.2266 


0.0275 - 0. 0296 
0.0296 - 0. 0337 
0.0296 - 0.0337 
0.0300 - 0.0314 
0.0187 -0.0214 
0.0186 -0.0214 
0.0207 - 0. 0234 
0.0200 - 0. 0227 


8.5592 - 9.0899 
13.0390 - 15. 1889 
13.0390 - 15. 1889 

8.2016 - 9.0359 
8.4433 - 10. 3006 
9.5613 -11.6061 
10. 1179 -11.7669 
9.4397 -11.0381 


LNSZ 0.2665 -0.2798 0.0248 -0.0275 9.6852 -11.2926 
HBQHD 0.2606 -0.2738 0.0248 -0.0275 9.4769 -11.0577 
dS: 同 义 替换 率 Synonymous substitution rate; dN; 非 同 义 替 换 率 


Nonsynonymous substitution rate. 


基于 VPI 构建 的 进化 树 (图 3) 表 明 , 在 选 定 的 
21 个 填 状 幼虫 病毒 序列 中 ,CSBV 北京 分 离 株 的 基 
因 序 列 之 间 进 化 关系 最 近 , 与 辽宁 和 印度 分 离 株 进 
化 关系 较 近 ,与 越南 和 韩国 的 分 离 株 关 系 稍 远 ,与 英 
国 的 分 离 株 进化 关系 最 远 。 
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图 3 CSBYV 不 同 分离 株 VP1 序列 的 NJ 进化 分 析 
Fig.3 The NJ tree phylogenetic analysis of VP1 





from different isolates of CSBV 
以 0.01 的 遗传 距离 作为 标尺 ;分 支点 上 的 数值 为 1 000 次 bootstrap 
后 的 置信 和 度 。Genetic distance of 0.01 as the scale bar. Numerals on 


the node are the bootstrap values of 1 000 replications. 


2.3 CSBV 北京 株 VP1 蛋白 特性 分 析 

对 CSBV 北京 分 离 株 (BJ6,KF960041) VP1 HE 
列 编码 区 分 析 。 分 析 结 果 表 明 ,BJ6 序列 开放 阅读 
框 长 945 bp ,编码 315 个 氨基 酸 残 基 , 推 测 编码 蛋白 
的 分 子 量 为 35.42 kDa ,等 电 点 为 9.23。 

采用 Pepeheel ( v6. 0. 1) 软件 ,对 CSBV BJ6 的 
VPI 和 蛋白 序列 进行 了 亲 水 性 预测 分 析 , 预测 结果 表 
明 ,VP1 亲 水 性 氨基 酸 所 占 比 例 为 68% , 属于 亲 水 
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到 4 CSBV BJ6 的 VP1 蛋白 原核 表达 

Fig.4 Prokaryotic expression of VP1 from CSBV BJ6 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: pEASY-El 
空 载 体 诱导 的 菌 体 蛋白 pEASY-E1 induced by IPTG; 2; IPTG 诱导 5 
h 的 pEASY-El-VP1 菌 体 蛋 白 pEASY-E1-VP1 fusion proteins induced 
by IPTG for 5 h， 黑色 箭头 示 目 的 蛋白 The black arrows show the 
pEASY-E1-VP1 fusion proteins. 


























3 讨论 


草 兰 等 (2012) 研究 了 基于 SBV 5' 端 结构 基因 
的 不 同 地 区 SBV 分 离 株 的 序列 同 源 性 ,人 研究 结果 
明 ,至 少 可 以 将 SBV 分 成 3 个 基因 型 ,其 中 ,辽西 地 
区 的 CSBV 与 尼泊尔 和 中 国 广东 地 区 的 CSBV 同 源 
性 更 近 , 属 于 SBV 亚洲 基因 型 ,法 国 、 奥 地 利 \ 德 国 
与 英国 的 SBV 在 进化 关系 上 较 近 ,属于 SBV 欧洲 



































性 蛋白 。 经 过 Protean 软件 预测 ,VP1 蛋白 具有 免疫 
原 性 。 
2.4 CSBV 北京 株 VPI 原核 表达 及 重组 蛋白 的 鉴定 

将 所 克隆 的 北京 分 离 株 BJ6 的 VPL 蛋白 基因 
重组 入 pEASY-E1 ,构建 重组 表达 载体 pEASY-El- 
VP1 ,将 重组 质粒 转化 人 E. coli BL21 (DE3) pLysS 
中 。 经 IPTG ARS h 表达 出 VP1 蛋白 。12. 5% 
SDS-PAGE 电泳 显示 (图 4) ,在 35 kDa 处 出 现 了 特 
异 的 融合 蛋白 (箭头 所 示 ) , 空 表 达 载 体 没 有 产生 该 
特异 条 带 。 结 果 证 明 , 此 融合 蛋白 的 大 小 与 序列 推 
导 的 蛋白 分 子 量 一 致 , VP1 蛋白 在 大 肠 杆菌 内 成 功 
表达 。 

对 重组 蛋白 的 质谱 鉴定 结果 表明 ,该 重组 蛋白 
与 登录 号 Ci18766569 和 蛋白 相 匹 配 ,可 以 初步 确定 该 
蛋白 为 蜜蜂 圳 状 幼虫 病毒 的 VP1 蛋白 。 

















型 , 另 一 个 是 尼泊尔 株 ,其 在 进化 与 SBV 亚洲 基因 
型 欧洲 基因 型 均 较 远 。GCrabensteiner 等 (2001 ) 的 
研究 也 显示 此 病毒 的 3 个 尼泊尔 株 与 欧洲 型 有 差 
异 , 但 是 有 1 个 尼泊尔 株 与 欧洲 型 接近 。 由 此 可 见 ， 
即使 同一 地 区 的 不 同 毒 株 在 进化 上 也 可 能 存在 差异 
( 徐 书 法 等 ,2011 ) 。 本 实验 以 VP1 结构 蛋白 序列 为 
参考 序列 ,研究 了 CSBV 北京 株 与 其 他 分 离 株 间 的 
系统 进化 关系 ,研究 结果 与 前 人 基于 序列 SB14-15 
的 进化 分 析 结 果 十 分 相似 ( 曹 兰 等 ,2012; 罗 文 华 
等 ,2013) ,同样 可 以 把 SBV 分 成 3 个 基因 型 ,本 实 
验 所 收集 的 CSBV 北京 分 离 株 归 为 亚洲 基因 型 。 由 
此 可 见 ,我 们 利用 VPL 序列 进行 的 CSBV 系统 进化 
分 析 与 前 人 报道 的 基于 SB1-2 ,SB6-7,SB9-10,SB11- 
12 和 SB14-15 5 个 片段 的 系统 进化 分 析 结 果 具 有 一 
致 性 (Chen et al., 2004; 4 2012), 
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前 人 研究 结果 表明 ,序列 替换 率 是 与 物种 的 遗 
传 多 样 性 呈正 相关 的 ( 罗 文 华 等 ,2013 ) 。 本 实验 基 
F SBV 的 VP1 片段 对 SBV 不 同 分 离 株 间 进 行 了 序 
列 遗 传 性 分 析 , 目的 是 通过 对 此 区 域 蛋 白 的 遗传 和 
变异 度 的 分 析 ,来 更 好 地 反映 SBV 的 系统 进化 关系 
及 遗传 多 样 性 。 本 实验 结果 表明 ,东方 蜜蜂 亚洲 基 
因 型 分 离 株 的 替换 率 总 体 低 于 欧洲 型 西方 蜜蜂 分 离 
ER ,可见 亚洲 型 分 离 株 的 遗传 多 样 性 比 欧 洲 型 分 离 
株 丰富 。 这 可 能 是 由 于 在 亚洲 既 分 布 有 东方 蜜蜂 又 
有 西方 蜜蜂 ,而 在 欧洲 仅 分 布 有 西方 蜜蜂 ,这 种 亚洲 
蜂 种 多 于 欧洲 的 蜂 群 种 群 状 况 , 引 起 了 喜 状 幼虫 病 
毒 亚 洲 型 的 替换 率 小 于 欧洲 型 ,并 由 此 可 以 进一步 
推测 ,替换 率 的 大 小 是 病毒 对 不 同 种 类 宿主 的 适应 
性 进化 的 结果 (Grabensteiner et al., 2001), 3x5 
Cheos 等 (2012 ) 的 报道 结果 相 一 臻 。 韩 国 西方 塞 蜂 
分 离 株 AmSBV-Kor19 与 CSBV-GZ、CSBV-LN 和 韩 
东方 蜜蜂 SBV 分 离 株 的 亲缘 关系 较 近 ,说 明 病 毒 
株 基因 组 序列 变化 与 地 理 起 源 关 系 更 加 密切 ,这 一 
点 又 可 以 通过 AmSBV-Kor19 与 SBV-UK 有 着 不 同 
的 限制 性 酶 切 位 点 (Pst I ) 得 到 进一步 的 证 明 , 虽 然 
同 为 西方 蜜蜂 ,但 是 由 于 其 所 在 地 理 位 置 不 同 ,宿主 
选择 的 适应 性 则 具有 一 定 的 差异 。 一 个 病毒 的 基因 
在 不 同 宿 主 和 不 同 地 域 所 面临 的 选择 压力 不 同 ， 
此 需要 通过 dS 与 dN 的 比值 来 探索 不 同 地 域 蜜蜂 
FOR A VPL 和 蛋白 基因 的 进化 特性 (齐鲁 等 ， 
2012)。 从 本 实验 的 序列 比 对 结果 可 以 看 出 ,全 部 
候选 序列 的 VP1 基因 的 主要 变异 活跃 位 点 位 于 第 
835 - 904 位 之 间 , 这 可 能 会 引起 病毒 在 致 病 性 上 存 
在 着 差异 ,研究 结果 为 进一步 分 析 CSBV 致 病 性 分 
化 的 分 子 机 理 提供 了 基础 。 

本 研究 同时 发 现 ,不 同年 份 的 CSBV 北京 分 离 
株 序 列 间 差异 较 小 ,说 明 不 同 分 离 株 间 的 差异 不 是 
由 于 不 同年 份 的 环境 因素 变化 引起 的 ,而 病毒 的 变 
异 受 病毒 对 宿主 的 适应 性 影响 更 大 , Grabensteiner 
等 (2001) 也 认为 SBV 适应 宿主 是 引起 序列 间 变 异 
的 内 在 动力 。 今 后 可 以 通过 制备 VPL 蛋白 抗体 , 进 
一 步 研究 蜜蜂 圳 状 幼虫 病毒 检测 试剂 用 于 病毒 的 快 
速 检测 ,为 今后 进一步 开发 蜜蜂 病害 防治 的 生物 制 
剂 英 定 基础 。 
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